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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Peptide des Antigens Sm-D, 
die von Antikdrpern in biotogischen Flussigkeiten 
erkannt werden. insbesondere von Antikarpern, die in 
Korperflussigkeiten von Patienten auftreten, die am 
systemischen Lupus erythematodes (SLE) erkrankt 
sind. 

Welterhin betrifft die Erfindung die Venvendung die- 
ser Peptide und ihrer Folgeprodukte fur die Diagnostik 
von SLE in vitro, sowie ihre Verwendung als Vakzine zur 
Erzeugung von Toleranzmechanismen und die Ber^t- 
stellung immunogener und antigener Kompositionen 
und von Testkits. 

AuBerdem betrrfft sie Antikfirper, die durch diese 
Peptide in vivo irduziert werden sowie ein Verfahren zur 
Bestimmung von Anti-Sm-D-Antik6rpern in blologi- 
schen Flussigkeiten. 

Es ist bekannt, daB viele Autoantigene in enger 
rdumiicher Beziehung zueinander stelien. So bilden z. 
B. die Sm- und die verschiedenen RNP-Proteine einen 
Ribonukleoproteinkomptex. der im Kern eukarioter Zel- 
len vorlianden ist (snRNP). Anti Sm-Antikorper erken- 
nen verschiedene Proteine des snRNP-Komplexes, die 
als B', B, D, E, F und G bezetchnet werden. Dieser t^m- 
plex spielt wahrscheinlich eine zentrale Rolle belm Spii- 
cen der prd-mRNA, wobei das Sm-D-Protein ein 
wichtiges Regulationsprotein darstellt, indem es die 
Bindung verschiedener RNA's regulieren soli. 

Welche Mechanismen zur Autoantikorperbildung 
fQhren, Ist letztlich noch ungekl^rt. Auffdilig 1st daS fQr 
den Zellzyklus besonders wichtlge Regulationszentren 
Ziel der AutoantikOrper beim SLE und ihm venvandten 
syndromen sind. Bei der Entstehung von Autoimmuner- 
krankungen sollen jm allgemeinen besonders wichtige 
Regionen von Autoantigenen erkannt werden und ihre 
physiologische Funktion stdren. 

Bloom und Mitarbeiter konnten an Untersuchungen 
vom Hybridomzellinien nachweisen, daB mittels Hybri- 
domtechnik produzierte Arrti-Sm-Ak aucli DNA erken- 
nen konnen (Bloom. D.D. et al, J. Immunol. 1993; 150 
(4): 1579-1590). Die Autoren schluBfolgerten daraus, 
daB fur die Bildung von Anti-Sm-Ak nicht das Sm-D- 
Protein allein als Antigen wirkt. Vietmehr wird angenonv 
men, daB sowohl das Sm-D-Autoantigen als auch die 
DNA - mbglicheniveise als Komplex - das autoimmune 
Agens bilden. Bisher konnte noch keine Bindungsfahig- 
keit des Sm-D-Proteins mit der DNA festgestellt wer- 
den. Die physiologische und pathophysiok^gische 
Bedeutung des Sm/DNA-Komplexes ist bisher nicht 
bekannt. 

Lebrun und Mitarbeiter fOhrten Immunislenjngsver- 
suche an bestimmten MdusestSmmen mit DNA durch. 
die sie mit einem argininreichen Fusionsprotein koppel- 
ten und dadurch eine Lupusnephritis erzeugen konnten 
(Lebrun, R et al. L^dus 1994; 3: 47-53). Auch sie 
schluBfolgerten. daB bestimmte. an die DNA-bindende 
Proteine notwending sind. um eine autoimmune Reak- 
tion zu erzeugen. 



For den systemischen Lupus erythematodes (SLE) 
gelten neben den AntikOrpern (Ak) gegen native Oder 
Doppelstrang-DNA (dsDNA) Anti-Sm-Ak als diagnosti- 
scher Marker. AuBerdem wird ihnen eine pathogeneti- 

5 sche Rolle bei der Entstehung von Organschadigungen 
zugeschrieben. Der Nachweisder Anti-Sm-Ak gelingt in 
Europa (im Gegensatz zu den Anti-dsDNA-Ak) nur bei 
relativ wenigen Patienten, wahrend sie in den USA bei 
ca. einem Drittel der Patienten mit SLE bestimmt wer- 
den kdnnen. Als Ursache wird eine andere ethnische 
Zusammensetzung der BevOlkerung angesehen. 
(Abuaf. N. etal. Eur. J. Clin. Invest. 1990: 20: 354-359). 

Es gibt verschiedene Nachweisverfahren fOr die 
Bestimmung von Anti-SnrvAk. 

15 Relativ spezifische Verfahren fur den Nachweis von 
Anti-Sm-Ak sind die Immundiffussion und Gegenstrom- 
elektrophorese. jedoch sind diese wenig sensitiv und 
zudem zertaufwendig und teuer. 

Mittels Immunoblotting kdnnen Anti-Sm-Ak je nach 

20 dem verwendeten Antigensubstrat auch in Europa in 
ca. 30 % der SLE-Patienten nachgewiesen werden 
(RiOTekasten. G. und R Hi^e, Z. arztl. Fortbild. 1992; 
86: 217-222). Durch dieses Verfahren ist es mdglich, 
Anti-Sm-Ak besser zu charakterisieren. So reagieren 

25 Anti-Sm-Ak-positive Patienten u.a. mit den B'B-Protei- 
nen sowie mit den Proteinen D.E.F und G eines Weinen 
nukledren Ribonukleoproteinkomplexes (snRNP). Wdh- 
rend Anti-BB-Ak nicht so spezifisch fur den SLE sind. 
gelten Antikdrper insbesondere gegen das D-Protein 

30 als SLE-spezifisch. 

Diese Immunoblotting-Methode hat jedoch den 
Nachteil. daB sie einen erheblichen Zeitaufwand erfor- 
dert und teuer ist. Daruber hinaus wird viel EHahrung 
bei der Auswertung bendtigt. 

35 Es werden deshalb in vielen Laboratorien kommer- 
zlell erhgltliche ELISA-Techniken fur den Nachweis von 
Sm-Ak venwendet, die sich durch eine hohe Sensitivitat 
und durch eine relativ einfache DurchfOhrt^arkeit bei 
hohem Probendurchsatz auszeichnen. Diese Tests 

40 werden beispielsweise auf der Basis von aus Thymus- 
e}ctrakten gereinigtem Sm als Festphasen-Antigen (WO 
90/10229) und rekombinant hergestelltem Sm-Antigen 
(Rokeach, LA. et al, Clin. Immunol, and Immunopathol. 
1992; 65(3): 315-324) durchgefOhrt. Rokeach und Mit- 

45 arbeiter tonnten erstmals die cDNA des Sm-D-Proteins 
isolieren und zeigen. daB sie ein aus 1 19 AS bestehen- 
des Protein kodiert. 

Damit waren die Grundlagen fur die Entwicklung 
von ELISA's auf der Basis von synthetisierten Peptiden 

50 geschaffen, vgl. EP 0 295 719. in dem die Anwendung 
von Moniertem Sm-D zur Diagnostik des SLE beschrie- 
ben wurde. 

Eine Vielzaht dieser z.T auch kommerziell erhattii- 
chen Tests sind jedoch relativ instabil. zeitaufwendig 
55 und aufgrund von falsch positiven Erget>nissen infolge 
von Kreuzreaktionen weniger spezifisch (WO 
90/10229). 

Um die Hauptepitope des Sm-D-Proteins zu ermit- 
teln. wurden von James und Mitaibeitern das ganze 
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SmD-Protein in Dberlappende Oktapetide zerlegt und 
die Reaktivitaten im ELISA gegenOber 15 SLE-Seren 
untersucht (James et al, Clin. exp. Immunol. 1994; 98: 
419-426). Es wurden 5 Epitope gefunden. Hauptepitope 
waren ebenfalls am C-terminalen Ende sowie Epitope 
der AS 37-53. der AS 69-76 und der AS 5-12. Barakat 
und Mitarbeiter fanden 3 Regionen des SmD-Proteins 
(Region 1. bis 20. AS, 44. bis 67. AS und 97. bis zur 
119. AS) mit denen zuvor im Immunoblotting nachge- 
wiesene Anti-SmD-Ak-positive Seren reagieren (Bara- 
kat et al, Clin. exp. Immunol. 1990; 81: 256-262). 67% 
der insgesamt 18 Anti-SmD-Ak-posltiven Seren reagier- 
ten mit dem Peptid 1-20, 89 % mit dem Peptid 44-67 
und nur 33 % mit dem Peptid 97-119. 165 SLE-Seren 
wurden hinsichtlich ihrer Reaktivit^ im ELISA mit den 
Peptiden 1-20, 44-67 und 97-119 getestet. wobei posi- 
tive Reaklionen in 59 %, 37 % und 1 % auftraten. Sab- 
batini und Mitarbeiter fanden positive Reaktionen gegen 
die Region 95-1 19 in 25 % der 48 SLE-Seren im ELISA 
( Sabbatini, A. et al, J. Rheumatol. 1993; 20: 1679- 
1683). 

Bei all diesen Untersuchungen wurden kurzkettige 
Peptide verwendei und die Anzahl der positiven Resul- 
tate bei SLE-Seren schwankte fiir das C-terminale 
Ende zwischen 1 % und 33 % im ELISA. Damit bringen 
diese synthetisch hergestellten Peptide gegenuber den 
kommerziell ertidttlichen Tests keinen wesentlichen Vor- 
teil. Mit diesem Epitopmapping kdnnen nur lineare Epi- 
tope erfa8t warden. Die Reaktivitdt bei 
Autoimnruinerkrankungen ist jedoch gegen intakte Auto- 
antigene gerichtet { Tan, E.M., J. Exp. Med. 1994; 179: 
1083-1086). 

Bei einer mOglichen Venwendung der gesamten 
Sm-D-Antigene besteht die Gefahr, daB wichtige Epi- 
tope durch SekundSr- und TertiSrstruktur fur die AntikOr- 
per nicht mehr zugSnglich sind. AuBerdem kann durch 
Bindung von Teilen des SnvD-Antigens an andere Auto- 
antigene, vorzugsweise DNA, eine neue Konformation 
entstehen. 

Ein Nachweis einer Reaktivitdt der Anti-La-Ak . die 
gegen ein Konformationsepitop gerichtet ist, konnte mit- 
tels verschieden langer Peptidketten des La-Proteins 
als Festphasenantigen im ELISA durdi Rischmueller 
und Mitarbeiter erbrachtwerden (Rischmueller, M. etal, 
Clin. exp. Immunol. 1995; 101: 39-44). 

In WO 91/18920 sind P^ide des Sm-D- Antigens 
und ihre Venvendung fur die Diagnostik des SLE 
beschrieben. Diese bekannten Peptide, deren Amlno- 
sduren haupsdchlich N-termlnal orientiert sind, weisen 
jedoch nur eine niedrige Frequenz positiver Reaktionen 
auf (ca. 30 % positive Reaktionen). 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, 
spezifische Peptide des Antigens Sm-D bereitzustellen, 
wobei diese Peptide und ihre Fdgeprodukte fQr die Dia- 
gnose von SLE besonders gut geeignet sein sollen. 
Desweiteren lag der Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
auf der Basis dieser Peptide einen einfachen, sc^nell 
durchfQhrbaren und sicheren Test zur Diagnose von 
SLE zu entwickein, d.h. den Prozentsatz von echt-posi- 



tiven zu falsch-positiven Resultaten zu senken. 
AuBerdem besteht die Aufgabe darin, AntikOrper und 
Anti-ldiotyp-AntikOrper bilden Oder binden zu kOnnen, 
die in ihrer Spezifrtatden Autoantikdrpern von SLE-Pati- 
5 enten entsprechen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemdB durch die 
Merkmale der Anspruche realisiert. 

Uberraschend wurden solche Peptide, die ein Kon- 
fbrmationsepitop bilden und AutoantikOrper binden kdn- 
10 nen, wie sie beim systemischen Lupus erythematodes 
(SLE) vorkommen, in Peptiden des Proteins Sm-D mit 
35 bis 45 Aminosduresequenzen gefunden. 

Bevorzugt handelt es sich urn die Peptide 

15 a) PKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGR- 
GRGGPRR 

b) EPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGR- 
GRGGPRR 

c) VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRG- 
20 RGRGGPRR 

d) DVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGR- 
GRGRGGPRR 

e) VDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGR- 
GRGRGGPRR 

25 f) RVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGR- 
GRGRGRGGPRR 

g) IRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGR- 
GRGRGRGGPRR 

h) TIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGR- 
30 GRGRGRGRGGPRR 

i) DTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGR- 
GRGRGRGRGGPRR 

D LDTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRQRGRGR- 
GRGRGRGRGGPRR 
35 k) PLDTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGR- 
GRGRGRGRGRGGPRR. 

Besonders bevorzugt ist das Peptid aus 37 Amino- 
sduren mit der Struktur 
40 VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGR- 
GGPRR. 

bzw. seine Mutanten und Varianten. ndmlich durch die 
an einer oder mehreren beliebigen Stellen durch Aus- 
tausch von Aminosduren gednderte Struktur bzw. durch 

45 die an einer oder mehreren beliebigen Stellen durch 
Entfernen von Aminosduren gednderte Struktur. 

Die Synthese der Peptide erfolgt nach an sich ubli- 
chen Verfahren (Atheron, E. and R. C. She^^ard, In 
Solide Phase Synthesis - A Practical Approach, IRL 

50 Press at Oxford University Press. 1989). 

Die Spezifitats- und AktivitatsprOfung dieser Pep- 
tide wird mittels "Enzyme-linked immunsorbent assay" 
(ELISA) durchgefOhrt. 

ErfindungsgemaBe Antikfirper, die gegen Konfor- 

55 mationsepitope des Sm-D-Antigens gerichtet sind, sind 
dadurch gekennzeichnet, daB sie ein oder mehrere der 
erfindungsgemaBen Peptide des Antigens Sm-D erken- 
nen kOnnen, insbesondere die oben genannten Peptide 
a) bis k) bzw. deren Mutanten und Varianten. Ihre Her- 
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stellung erfolgt nach an sich Qblichen Verfahren durch 

Inrtmunisierung von MSusen cxJer Immunisierung 
von Milzzellen in vitro mit den erfindungsgemafJen 
Peptlden s 

• Isolierung der Milzzellen und Fusionierung mit 
Krebszellen zu Hybridomzellen; Selektion positiver 
Klone 

Isolierung der AntikOrper. 

10 

Diese Ant'kOrper werden sowohl in verschiedenen 
immunologischen Testsystemen, in unterschiediichen 
ELISA-Testsystemen, in der DurchfluBcytometrie und 
im Western Blot eingesetzt. 

ErfindungsgemdBe Anti-ldiotyp-AntikOrper, welche 75 
gegen Antikdrper gebildet werden, die gegen Konfor- 
mationsepitope des Sm-D-Antigens gerichtet sind und 
die die erfirxlungsgemdBen Peptide erkennen, sind 
dadurch charakterisiert, daf3 sie auf spezifische Art die 
Autoarrtikarper des SLE in biologischen Russigkeiten 20 
erkennen. Ihre Herstellung eriblgt ebenfalls nach an 
sich bekannten Verfahren durch Immunisierung mit den 
entsprechenden Autoantik6rpern. 

Antigene Konrpositionen enthaiten erfindungsge- 
mSB ein oder mehrere dieser erfindungsgemSBen Pep- 25 
tide, bevorzugt das Peptid VEPKVKSKKREAVAGR- 
GRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR, bzw. seine Mutan- 
ten und Varianten. und sind dadurch charakterisiert. 
daB sie mit den AutoantikOrpern. wie sie in biologischen 
FIQssigkeiten beim SLE vorkommen, spezrfisch reagie- 30 
ren und sind ggf. an verschiedene TrSger, wie Polysty- 
ren, chemisch akliviertes Polystyren, aklivierte 
Sepharosen, Zellulosen und dhnljche gekoppelt, die die 
Antigenitdt noch verbessern kdnnen. 

Immunogene Kompositionen enthaiten ein erfin- 35 
dungsgemdBes Peptid oder eine Verbindung dieses 
Peptids mit einem Trggermolekul oder einem anderen 
Auto-Ag, vorzugsweise DNA, bevorzugt das Peptid 
VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGR- 
GGPRR, bzw. seine Mutanten und Varianten, und indu- 40 
zieren die Produktion der Antikdrper. die fdhig sind, 
Autoantigene beim SLE zu erkennen. 

Das erfindungsgemdBe Ver^hren zur Bestimmung 
von Anti-Sm-D-Antik6rpern in biologischen FIQssigkei- 
ten wird durchgefuhrt, indem mindestens eines der 45 
erf indungsgemSBen Peptide, das ggf. an ein Trdgerma- 
terial getoppelt ist, oder auch ein Anti-ldiotyp-AntikOr- 
per mit den biologischen FIDssigketten unter 
Bedingungen, die eine Antigen-AntikOrper-Reaktion 
zulassen. in Kontakt g^racht wird und der Nachweis so 
dieser Antigen-AntikCrper-Reaktion durch physikalische 
Oder chemische Methoden erfolgt. 

Gem^B der Erfindung wird auBerdem ein Testkit fOr 
die Bestimmung von Anti-Sm-D-AntikOrpern zur Verfu- 
gung gestellt. Dieser Testkit ist gekennzeichnet, durch 55 

• mindestens ein erfindungsgemdSes Peptid oder 
einer Verbindung dieses Peptids mit einem Trager- 
molekQI. bevorzugt das Peptid VEPKVKSKKREA- 



VAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR. bzw. 
seine Mutanten und Varianten, oder auch ein erfin- 
dungsgem^Ber Anti-ldiotyp-AK, der adsorptiv oder 
kovalent an eine teste Phase gebunden ist. 

einen Puffer zur Verdunnung der zu untersuchen- 
den biologischen Flussigkeit. der nicht-ionische 
Oder ionische Detergentien oder Proteine enthdlt, 

ein spezifisches Konjugat, bestehend aus einem 
AntikOrper, der gegen humanes Immunglobulin 
IgG. IgM. IgA oder gegen mehrere dieser Immun- 
globuline gerichtet ist. und einem Enzym, 

einen Puffer zum Verdunnen des l^njugats, der 
nicht-ionische oder ionische Detergentien oder Pro- 
teine enthSIt, 

einen Puffer zum Waschen (Entfernen) der nichtge- 
bundenen Immunreaktanten, der nicht-ionische 
Oder ionische Detergentien oder Proteine enthgit, 

eine Substratldsung zum Nachweis der Enzymre- 
aktion und 

eine Stopp-LOsung zum Unterbrechen der Enzym- 
reaktion. 

Mit der Entwicklung dieses neuen Testkits auf der 
Basis der erf indungsgem^Ben Peptide lassen sich Ver- 
laufsbeurteilungen relativ einlach und schnell durchfOh- 
ren. 

Mit dem erfindungsgemdBen Test, der ein 35-45 
Aminosduren langes Peptid des Sm-D an der festen 
Phase enthait, lassen sich Anti-Sm-Ak mindestens 
ebenso hSufig nachweisen wie Anti-dsDNA-Ak. Die 
Titer der Antik6rper korrelieren gut mit der Aktivitdt des 
SLE. so daB dieser Test neben den Krankheitssympto- 
men die Verlaufsbeurteliung und Einschatzung des 
Therapieerfblges ermdglicht. Somit kdnnen aufwendige 
Tests ersetzt werden. 

Uberraschend weisen die erfindungsgemiBen 
Peptide eine auBergew5hnlich hohe Frequenz von posi- 
tiven Reaktionen auf. Sie liegt z.B. fur das Peptid 
VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGR- 
GGPRR bei uber 67 %, wodurch analoge bekannte 
Peptide (positive Reaktionen bei ca. 30 %) deutlich 
ubertroffen werden (vgl. Abb. 1). 

Durch die Erfindung kann die Diagnose eines SLE 
mit hoher Sicherhett gestellt werden. Die Erfindung Ist 
jedoch nicht nur fOr die Diagnose des SLE, sondern 
darOber hinausauch for eine Therapiekontrolle (Monito- 
ring) sowie zur Produktion von Medikamenten gegen 
SLE hervonragend geeignet. 

AuBerdem kfinnen die erfindungsgemSBen Peptide 
und ihre Folg^rodukte als Vakzine zur Erzeugung von 
Toleranzmechanismen verwendet werden. 

AnschlieBend wird die Erfindung an Beispielen 
ndher eriautert, die die Erfindung aber nicht auf diese 
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beschrdnken soilen. 
Beispiel 1 

Um ein Konformationsepitop zu er^ssen, wurden 4 s 
verschiedene Peptide des Sm-D-Proteins synthetisiert 

1 . Peptid 83-99 mit Ibtgender Sequenz: 
VEPKVKSKKREAVAGRG 

2. Peptid 95-119 mit folgender Sequenz: io 
VAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRP 

3. Peptid 105-119 mit folgender Sequenz: 
GRGRGRGRGRGGPRP 

4. Peptid 83-119 mit folgender Sequenz: 
VEPKVKSKKREAVAGRQRGRGRGRGRQRGR- is 
GRGGPRP 

Die Synthese der Peptide erfolgte nach der 
Methode, die erstmals von Atherton (vgl. oben) 
beschrieben wurde. Zur Reinigung der Peptide wurde 20 
eine 300 x 40 mm VYDAC TPB 1520 300 A CI 8 Revers 
phase-S^ule benutzt. Die FluB-Rate betrug 100 ml/min. 

Diese Peptide wurden mit einem ELISA getestet. 

Herstellung des ELISA 25 

Beschichtung derAntigene (Peptide) an die feste Piiase 
des ELISAs 

FQr die Beschichtung wurden Polystyren-Platten so 
(Nunc, Danemark) mit je 96 W^ls verwendet. Die 
Beschichtung erfolgte mit 10 fig/ml, wobei 50 ^1 je Weil 
venfvendet wurden. Als Benetzungsmedium diente 0.05 
M Carbonatpuffer, pH 9,5. 

Die Benelzung erfolgte uber Nacht bei Raumtem- 35 
peratur Nach dreimaligem Waschen mit dem Wasch- 
puffer (PBS-Tween 0,1%. pH 7.2) wurden die Flatten 
entweder weiter venwendet Oder bei - 20*^0 eingefroren. 

Vor Wiederverwendung nach dem Einfrieren wur- 
den die Flatten erneut 3x gewaschen. 4o 

Probenauftragung von 40 SLE-Seren sowie von 50 
Seren gesunder Probanden 

Vor dem Auftragen der Proben erfolgt eine Vorblok- 45 
kierung der Flatten mit je 100 fil/Well Probenpuffer 
(PBS-Tween, pH 7,2, im VerhSltnis 1:100 mit Trocken- 
milch) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Ohne einen 
Waschvorgang anzuschlieBen, erfolgt die Probenauftra- 
gung (SerumverdOnnung 1:100 in Probenpuffer) mit je so 
50 Hl/Well Qber 2 Stunden bei Raumtemperatur. 
AnschlieBend erfolgt 3x der Waschvorgang mit dem 
Waschpuffer 

Konjugatzugabe ss 

Die Inkubation mit POD-markiertem Anti-Human- 
IgG erfolgt in einer Verdunnung von 1:1000 in Proben- 
puffer jeweils 50 \i\I\Ne\\ Qber 2 Stunden bei Raumtem- 



peratur. AnschlieBend wird wiederum 3x mit dem 
Waschpuffer gewaschen. 

FSrbung 

Die FSrbung der Antigen-Antikfirperreaktion erfolgt 
mit 10 ml Citralpuffer, pH 5,0, 5 \i\ H2O2 und 5 mg 
Orthophenylendiamin (OFD) jeweils 50 \i\/\Ne\\ uber 1-3 
Minuten. Das Stoppen erfolgt mit 150 ^I/Well StopptO- 
sung (100 ml IM H2SO4. 0,36 nrtg Natriumsulfit). Die 
Fartintensitat oder optische Dichte (Extinktionen) 
wurde bei 495 mm gemessen. Wie bei jedem anderen 
ELISA ist die resultierende Farbe der Reaktion propor- 
tional der Anzahl der konjugierten AntikOrper. welche 
am TestantikOrper gebunden wurden. In den meisten 
Fallen Ist die Anzahl der gebundenen konjugierten Anti- 
k5rper linear bezogen auf die Anzahl der an das Anti- 
gen gebundenen Antikdrper. 

Es wurde ein Standardserum zur Erstellung einer 
Eichkurve venvendet. wetches in Vorversuchen beson- 
ders gut reagierte. Die Konzentration dieses Standards- 
erums in einer Verdunnung von 1 :100 wurde mit 10 000 
Einheiten definiert. Diese Eichkun^e wird auf jede Platte 
aufgetragen, und jedes Serum wurde doppelt bestimmt. 

Der Normbereich (NB) wurde definiert mit: NB = 
Mittelwert der Normalseren plus dem zwe'rfachen Wert 
der Streuung der Normalseren (n=106). In erfindungs- 
gemaBen Testsystem lag der Normwert nach dieser 
Berechnung bei einer aus der Standardkurve errechne- 
ten Konzentration von 223 Einheiten. 

Abb. 1 zeigtdie schematische Darsteliung der Pep- 
tide und ihre Reaktivitat bei den 40 SLE-Seren sowie 
bei den 50 gesunden Probanden. 

Die Grenze zum Normalbereich wurde aus der mitt- 
leren Extinktion der 106 Blutspender plus dem zweifa- 
chen Wert der Streuung ermittelt. Unter Venvendung 
der relativ kurzen Peptide 83-99 und 95-1 19 werden im 
ELISA positive Reaktionen nur in jeweils 4% bzw. 25% 
der untersuchten Seren gemessen. Wird dagegen das 
Peptid mit der AS 83-119 als Festphasenantigen ver- 
wendet. so kommt es zum deutlichen Anstieg der posi- 
tiven Reaktionen auf ca 70% aller untersuchten SLE- 
Seren (Abb. 1). 

Uberraschend zeigte sich, daB die Venvendung 
langerer Peptide als Festphasenantigen im ELISA eine 
deutliche qualitative Verbesserung gegenuber bisher 
beschriebenen Assays ertringt. 

Beispiel 2 

Untersuchunoen Qber Spezifitat und Sensivitatdes ELI- 
SAs mit dem Peptid 83-119 

Es wurden insgesamt 176 SLE-Seren, 89 Seren 
von HIV-infizierten Patienten. 25 MCTD-Seren, 28 
Seren von Patienten mit einer rtieumatischen Arthritis, 
15 Seren mit einem Sjdgren-Syndrom, 20 Seren mit 
einer progressiven Sklerodermie (PSS). 30 Seren von 
Patienten mit einer Lyme-disease, 20 Hepatitis B-posi- 
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tive Patienten, 25 Seren mrt Colitis ulcerosa und 105 
Blutspender getestet. 

Antikerper gegen das Peptid 83-119 lieBen sich in 
67,3% aller untersuchten SLE-Seren nachweisen. 
Damit ist der ELISA hochspezif isch fur den SLE. Verein- s 
zelt treten positive Reaktionen auch bei der MOID oder 
der RA auf, hohe Konzentrationen warden jedoch 
nahezu nur beim SLE erreicht (Abb. 2). 

Bei VenA/endung eines kommerziellen Anti-Sm- 
ELISA (Sm-EIias) lieBen sich Anti-Sm-Ak nur in 10% io 
der Seren nachweisen (Abb. 3). 

Vergleicht man SLE-Seren nnit negativen Anti- 
dsDNA-Ak mit solchen mit Anti-dsDNA-Ak, so lassen 
sich die AntikOrper gegen das SmO-P^tid in signifikant 
hSheren Titern bei Anti-dsDNA-Ak-positiven Patienten i5 
nachweisen (Abb. 4). Die ReakfaVitdten im ELISA schei- 
nen weiterhin abhSngig zu sein von der Krankheitsakti- 
vitdt. Urn diese Beobachtung zu liberprufen, wurden 6 
Patienten im Verlauf untersucht. Die Abb. 5 zeigt den 
Vertauf einer typischen Patientin und den EinftuB der 20 
Therapieauf den Autoantik6rper-Titer. Bei einer Patien- 
tin waren die Anti-Peptid-Antikdrper nachweisbar. 
obwohi die Anti-dsDNA-Ak negativ waren. 

Mit der Entwicklung dieses neuen Testes mit dem 
Peptid 83-1 1 9 an der f esten Phase lassen sich Verlaufe- 25 
beurteilungen reiativ ein^ch und schnell durchfuhren. 
Damit stellen sle eine gute Afternative zu den bisheri- 
gen aufwendigen Test dar. 

Beispiei 3 30 

Nachweis von AutoantikQrpern gegen andere Autoanti- 
gene 

Die HSufigkeit der Anti-Peptid-Ak entspricht damit 35 
nahezu der von Anti-dsDNA-Ak. KOrzlich konnten 
Reichlin und Mitarbeiter eine Kreuzreaktivitdt der Anti- 
dsDNA-Ak mit dem Ak gegen das Sm-D und A-Protein 
des snRNP nachweisen (Reichlin, M.A. et al, J. Clin. 
Invest. 1994; 93: 443-449). Da nur eine geringe Homo- 40 
togie zwischen den Aminosduren besteht, wurde die 
Ursache der Kreuzreaktionen auf mdgtiche Konformati- 
onsepitope zuruckgefuhrt. Um eine mdgliche Kreuzre- 
aklivitat der Anti-SmD(83.ii9)-Ak mit anderen 
Autoantikdrpern nachzuweisen, wurde eine AffinitSts- 45 
chromatographie mit dem an Sepharose gebundenen 
SmD(83.i 19)-Peptid durchgefuhrt und die Extinktionen in 
unterschiedlichen ELIS^^ vor und nach Eluation der 
Anti-Peptid-Ak gemessen (Abb. 6). Es kam zum signif i- 
kanten Abfall sowohl im Anti-SmD-Peptid-ELISA als so 
auch im ELISA zum Nachweis von Antl-dsDNA-Ak und 
AntikOrpern gegen Nukteosomen. Zwischen diesen 
Autoantigenen scheinen dennzufblge Kreuzreaktionen 
zu bestehen. 

55 

PatentansprQche 

1. Peptide des Antigens Sm-D. bestehend aus 35 bis 
45 Aminosduren, die ein Konformationsepitop bil- 



den und AutoantikOrper binden kfinnen. wie sie 
beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) 
vorkommen. 

2. Peptide gem^B Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net. daB sie entweder ganz oder teilweise oder als 
Variante einer der folgenden Peptide aufgebaut 
sind: 

a) PKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGR- 
GRGRGGPRR 

b) EPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGR- 
GRGRQGPRR 

c) VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRQR- 
GRGRGRGQPRR 

d) DVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGR- 
GRGRGRGGPRR 

e) VDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGR- 
GRGRGRGRGGPRR 

f) RVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGR- 
GRGRGRGRGGPRR 

g) IRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGR- 
GRGRGRGRGGPRR 

h) TIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGR- 
GRGRGRGRGRGGPRR 

i) DTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGR- 
GRGRGRGRGRQGPRR 

j) LDTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGR- 

GRGRGRGRGRGRGGPRR 

k) PLDTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGR- 

GRGRGRGRGRGRGGPRR 

3. Peptide gem3B Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet 
durch die Struktur 

VEPKVKSKKREAVAGRGRGRQRGRGRG 
RQRGRGGPRR 

bzw. durch diese an einer oder mehreren beliebi- 
gen Stellen durch Austausch von Aminosduren 
gednderte Struktur bzw. durch diese an einer oder 
mehreren beliebigen Stellen durch Entfernen von 
Aminos&uren gednderte Sti'uktur. 

4. Antikdrper, die gegen Konformationsepitope des 
Sm-D-Antigens gerichtet urxl dadurch gekenn- 
zeichnet sind, daB sie ein oder mehrere Peptide der 
Anspruche 1-3 erkennen. 

5. AntikOrper. die gegen Konformationsepitope des 
Sm-D-Antigens gerichtet und dadurch gekenn- 
zeichnet sind. daB sie das Peptid 
VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGR- 
GRGGPRR 

bzw. seine Mutanten und Varianten erkennen. 

6. Anti-ldiotyp-AntikOrper, welchs gegen einen Anti- 
kOrper gemdB Anspruch 4 gebildet werden und 
dadurch charakterisiert sind, daB sie auf spezifi- 
sche Art die AutoantikOrper des SLE in biologi- 
schen Flussigt^iten erkennen. 
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7. Antigens Jtompositionen, welche ein Oder mehrere 
Peptide gemaB der AnsprOche 1-3 enthalten und 
dadurch charakterlsiert sind, da6 sie mit den Auto- 
antikdrpern, wie sie in biotogischen Flussigkeiten 
beim SLE vorkommen. spezrfisch reagieren. 5 

8. Antigene Kompositionen, welche das Peplid 

VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRG 
RGRGRGGPRR 

bzw. seine Mutanten und Varianten entlialten und 10 
dadurch charakterisiert sind, daS sie mil den Auto- 
antikOrpern, wie sie in biologischen RQssigkeiten 
beim SLE vorkommen, spezifisch reagieren. 

9. Immunogene Kompositionen, dadurch gekenn- is 
zeichnet, daB sie ein Peptid gemd6 den Anspru- 
chen 1-3 oder eine Verbindung dieses Peptids mit 
einem TrSgermolekul enthalten und die Produktion 
der Antik5rper. die fdhig sind, Autoantigene beim 
SLE zu erkennen, induzieren. so 

10. Immunogene Kompositionen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie das Peptid VEPKVKSKKREAVA- 
GRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR bzw. seine 
Mutanten Oder Varianten enthalten und die Produk- 25 
tion der AntikOrper, die fdhig sind, Autoantigene 
beim SLE zu erkennen, induzieren. 

11. Verfahren zur Bestimmung von Arrti-Sm-D-AntikOr- 
pern in biologischen FIQssigkeiten, dadurch so 
gekennzeichnet, daB es mindestens die folgenden 
Schritte 

das in Kontaktbringen von biologischen Ftus- 
slgkeiten mit zumindest einem Peptid gem^B 35 
den Anspruchen 1-3, oder einer Verbindung 
dieser Peptide mit einem Trdgermolekul oder 
auch einem antiidiotypischen AntikSrper 
gemSB Anspruch 6, unter solchen Bedingun- 
gen, die eine Antigen-AntikSrper-Reaktion 40 
zulassen und 

den Nachweis dieser Antigen-Antikdrper- 
Reaktion oder einer Antikdrper-Anti-ldiotyp- 
Antik&rper-Reaktion durch physikalische oder 4S 
chemische Metiioden 

enthait. 

12. Testkit fOr die Bestimmung von Anti-Sm-D-AntikOr- so 
pern, gekennzeichnet durch 

- mindestens 1 Peptid der AnsprQche 1-3 oder 
einer Verbindung dieses Peptids mit einem Trd- 
gernxilekul oder auch ein Anti-ldiotyp-AK 55 
gemdB Anspruch 6, das adsorptiv oder kova- 
lent an eine f este Phase gebunden 1st, 

- einen Puffer zur VerdQnnung der zu untersu- 



chenden biologischen FIQssigkeit, der nicht- 
ionische oder ionische Detergentien oder Pro- 
teine enthait, 

- ein spezifisches Konjugat, bestehend aus 
einem Antikfirper, der gegen humanes Immun- 
globulin IgG, IgM, IgA oder gegen mehrere die- 
ser Immunglobuline gerichtet ist, und einem 
Enzym, 

- einen Puffer zum VerdQnnen des Konjugats, 
der nichtionische oder ionische Detergentien 
Oder Proteine entiidit, 

einen Puffer zum Waschen (Errtfernen) der 
nichtgebundenen Immunreaktanten. der nicht- 
ionische oder ionische Detergentien oder Pro- 
teine enth^lt, 

- eine Substratidsung zum Nachweis der 
Enzymreaktion und 

- eine Stopp-LGsung zum Unterbrechen der 
Enzymreaktion. 

13. Testkit nach Anspruch 12, gekennzeichnet durch 
das Peptid VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRQR- 
GRGRGRGRGGPRR bzw. seine Mutanten oder 
Varianten. 

14. Vennrendung der Peptide und ihrer Folgeprodukte 
gem^B einem der AnsprOche 1-3 zur Produktion 
von Medikamenten gegen den SLE. 

15. Venwendung der Peptide und ihrer Folgeprodukte 
gemSB einem der AnsprOche 1-3 als Vakzine zur 
Erzeugung von Toleranzmechanismen. 
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Beziehung zwischen den Anti-SmD(83-ii9)-Reaktivitaten Im ELISA 
und dem Auftreten von Anti-dsDNS in der Immunofluoreszenz 
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